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RESUMO

A cadeia leve de 10 kDa da dineina flagelar € homologa a cadeia leve de miosina V
de cérebro, além de ser uma proteina inibidora da nNOS ¢ interagir com a proteina lkxBa que
controla fatores de ranscrigio durante infeccdo viral ou reagao inflamatona.

Células transformadas de Iischerichia coli contendo o vetor pmal ¢ com o inserto
que codifica a cadeia leve de 10 kDa da dineina flagelar de Chlamydomonas foram cultivadas e
induzidas para produgdo da dlc carboxi terminal a proteina ligante de maltose (PLM-dic). A
proteina de fusdo purificada pode agora ser usada para a produgdo de anticorpos imuno-
especificos, € confecgdo de uma coluna de afinidade para purificar os anticorpos gerados.

A proteina de fusao também foi clivada com fator Xa ¢ a dlc foi transferida para
membranas de nitrocelulose e PVDF pela técnica de Western Blot, e detectada em filme de
raio-X pelo método da quimioluminescéncia.

O anticorpo anti dic também foi utilizado em estudos de interago da cadeia leve
de 10 kDa em tecidos de cérebro de espécies diferentes (rato, porco, galinha) ganglio de
insetos. em nematoides € até em tecido vegetal. Nenhuma marcagdo fol encontrada
provavelmente devido a problemas de transferéncia dessas proteinas de baixo peso molecular.

Para otimizar os procedimentos de Western Blot € quimioluminescéncia, varios
testes foram feitos também com o anticorpo anti-cabeca de miosina V que interagiu com
homogeneizado de cérebros (rato, porco € galinha) com adrenal bovina, fragoes de purificagdo
de miosina V e parotida.

Com a metodologia utilizada foi possivel conseguir quantidades significativas da
cadeia leve de dineina em fusdo com a PLM para estudos de caracterizagdo de fungdio da dlc e
para a produgao de anticorpos imunoespecificos, além de padronizar técnicas de biologia

molecular e quimioluminescéncia neste laboratorio.
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{ - INTRODUCAQO

1.1-AS PROTEINAS MOTORAS

€

As células eucarioticas possucii uma capacidade dinamica de mudar a
organizagao estrutural e espacial adquirindo uma variedade de formas ¢ de proporcionar
movimentos subcelulares. ista capacidade € proporcionada pelo citoesqueleto. uma rede
complexa de proteinas que formam “trithos™ por todo o citoplasma e por proteinas
motoras denominadas motores moleculares, que se movimentam sobre estes “trithos™,
gransportando diferentes cargas para sitios especilicos.

O citoesqueleto se divide em filamentos de actina. microtibulos ¢ filamentos
intermediarios. Os microtibulos sdo estruturas cilindricas. ocas, formados por um arranjo
helicoidal de a e B whulinas alternadas. O microtibulo ¢ uma cstrutura polar com uma
extremidade “mais’, de crescimento rapido que esta, frequentemente, proxima a
membrana plasmatica. e uma extremidade “menos’. de crescimento lento inseridos no
centrossomo. Associados aos microtabulos estdo as MAPs (proteinas associadas aos
microtabulos) (OLMSTED. 1986). Algumas MAPs identificadas apresentam atividade
motora ou A'TPasica entre clas, a cinesina € a dineina. A actina € uma proteina globular
(G-actina) com peso molecular de 45kDa, que polimeriza formando filamentos
helicoidais ndo covalentes (F-actina). Os filamentos da actina associam-se as miosinas
que atraves de um sistema de hidrolise de ATP e mudanga conformacional sio capazes
de produzir por exemplo. a contragdo muscular.

As proteinas motoras também chamadas mecanoenzimas sao capazes de
hidrolisar ATP e transformar a energia quimica desta hidrolise em energia mecéanica

produzindo for¢a e movimento.
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As mecanoenzimas podem estar associadas aos microtubulos como a dineina

¢ a cinesina ou associadas a0s filamentos de actina como a miosina.

1.2 - DINEINAS

Dincinas sdo motores moleculares complexos que ranslocam ao longo de
microtubulos. as dineinas sao responsavels pelo transporte retrogado (da extremidade do
axonio para o0 corpo celular) de vesiculas a0 longo do axonio em células neuronais. Lista €
a principal disting@o entre 08 motores de dineina € cinesina a qual patticipa do transporte
anterogrado em neurdnios (do corpo celular para o axonio). Outras fungdes da dineina
citoplasmatica incluem movimento de lisossomos e endossomos. organizagao celular do
complexo de golgi, migragdo do ntcleo e posicionamento do fuso mitotico. Nos cilios
flagelos a dineina provém a forca requerida para o deslize dos microtabulos que forma a
base para o batimento ciliar ¢ flagelar (KING et al, 1996). O segmento carboxi-terminal
da molécula forma um dominio globular que interage coin microtubulos ¢ tem atividade
mofora. enquanto o segmento amino-terminal ¢ conhecido por ser uma sitio ligante de
cargas. Cada dincina ¢ composta de duas a trés cadetas pesadas (dominio globular) de
aproximadamente 520 kDa que contém o dominio motor € sitios ligantes de hidrolise de
atp (HOLZBAUR ¢ VALLEE, 1994). também sdo compostas pot um numero altamente
variavel de cadeias intermediarias ¢ cadeias leves (VALLEE, 1993). Recentes dados
moleculares mostraram que dincinas flagelar ¢ citoplasmatica estao relacionadas ¢
possuci cadeias intermediarias de 70 a 80 kDa que podem cstar envolvidas no transporte
intracelular de cargas na dineina citoplasmatica. A cadeia intermediaria ic74 tem sido
mostrada recentemente na interagdo da dineina citoplasmatica com um complexo
denominado dinactina. a dineina citoplasmatica fambém  possui cadeias leves
ntermediarias de 50 a 60 kDa. A dincina flagelar contem um ou mais polipeptideos de 8
a 30 kDa que ndo sio encontrados na dineina citoplasmatica. A dineina do flagelo de
Chlamydononas, por exemplo, possul 10 cadeias leves (KING et al, 1996). As cadeias
intermediarias e cadeias leves intermediarias estdo associadas com um complexo de

proteinas denominado dinactina que intensifica 0 processo de transporte de organelas
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para sitios especificos na cclula. este complexo contém 10 subunidades: p150 ghied 5135
(variante de p150 cérebro especifica), po2, dinamitina (p50). proteina relacionada a
actina (arp 1), actina, actina-capping o subunidade, actina capping P subunidade, p27, €
p24 com uma estequiometria de 1-1:1:4:9:1:1:1:1: 1. A cadeia intermediaria de 74kDa de
dineina citoplasmatica ¢ provavelmente ligante de cargas a serem transportadas atraves
do curto filamento complexo p150-arp-actina. a p 150 glued tem sido sugerida como uma
ponte entre microtabulos e filamentos de actina ¢ pode ter uma importante fungao
emparelhando actina e microtabulo no sistema de citoesqueleto (LANGFORD. 1995).
Através da clonagem molecular das cadeias leves de dineina denominadas
Mr 8.000 e Mr 11,000 do flagelo de Clhamidomonas foi possivel encontrar homologias
entre sequéncias derivadas de organismos & Ou tecidos sem motilidade ciliar e flagelar
sugerindo (ue €s5as proteinas poderiam ter fungdes no citoplasma celular (KING e
PATEL-KING, 1995). Contudo, KING et af (1996), demonstraram que a cadeia leve de
Mr 8.000 do flagelo de Clhamidomonas € fambém um componente de dineina

citoplasmatica de cérebro.

1.3 - MIOSINAS

As miosinas sdo proteinas motoras associadas aos filamentos de actina
desempenhando fundamental importancia  1no - processo de motilidade celular,
caracterizada por mudangas de organizagao estrutural e espacial das células. As miosinas
participam  de diversas atividades como contragio muscular, movimento celular.
citocinese, ¢ transporte de organclas (WARRICK & SPUDICK. 1987)

Todas as miosinas apresentam um conservado dominio motor amino-
terminal denominado cabega, um dominio pescogo ou regulatorio. seguido de um
dominio cauda de estrutura e tamanho variados, dependcndo da classe de miosina
(MOOSEKER & CHENEY, 1995).

A mais divergente parte da molécula de miosina ¢ a cauda, onde a homologia
de sequéncia com as diferentes classes de miosina é minima. A cauda ¢ a regido onde a

molécula interage com a membrana das organelas.
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CHENEY € colaboradores (1993) propuseram uma classificagdo a partir da
sequéncia primaria da cabega das vinte ¢ nove miosinas até entdo descritas em sete
classes distintas, mantendo a denominagao de miosinas | e Il para as monomericas €
diméricas. respectivamente, ¢ ordenando as demais de acordo com sud descoberta
(ESFREAFICO ef al.. 1992: CHENEY er al., 1993).

Devido a uma grande variedade de miosinas identificadas, foram agrupadas
em uma superfamilia composta de treze classes (COPLE et al.. 1996). Deslas treze classes.
pelo menos sete sio expressas em vertebrados. incluindo as chamadas ndo convencionais,
classe 1, V. VL VI IX. e X (ITASSON & MOOSEKFER, 1996: MOOSEKER &
CHENLY, 1995).

1.4 - MIOSINA'V

As miosinas da classe V foram originalmente descobertas em camundongos
(MERCER e¢f al., 1991), leveduras (JONHSTON ef al.. 1991); e palinha (ESPRE/\FICO
e al.. 1992). Mais recentemente foi identificado o produto do gene myod. em levedura
(IHIAARER ef al.. 1994), a proteina myr6 de 1ato (mosina-Vb (ZHAQ ¢f al., 1990) ¢ a
mioxina, de cérebro humano. cuja sequéncia parcial fot publicada cecentemente (ENGLE
& KENNETT, 1994).

A miosina V apresenta como caracteristica estrutural trés dominios principais
denominados: cabega. pescoco e cauda. As duas cabegas amino-terminais constituem 0
dominio motor ¢ sitios de ligagdo a ATP ¢ actina. O dominio pescogo ou regulatorio,
apresenta seis repetigdes do motivo estrutural 1Q que sio sitios de ligagdo de multiplas
cadeias leves de calmodulina. O dominio cauda consiste de uma regido proximal de a-
hélice dupla responsavel pela dimerizagdo da molécula de miosina Vi uma regido medial
onde a-hélice € alternada por dois segmentos globulares ¢, finalmente, uma regiao distal
ou globular, que nao possu cimilaridade de sequéncia com as outras classes de miosina,
porém € a mais conservada entre 0s membros da classe V. A fungdo do dominio cauda

(porgdes medial e globular) ¢ ainda desconhecida, mas acredita-se estar envolvida na
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interagdo das miosinas YV com oulras proteinas (M()()SEKER & CHENEY. 1995,

1, ARSON, 1990).

Estudos de sequenciamento realizado por ESPINDOLA ef al. (1990)
mostraram que a miosina V de cérebro (BMV) tem. além de calmodulina, cadcias leves
de 17kDa ¢ 23kDa homologas a cadeia leve de miosina 1l ¢ uma cadeia leve de 10kDa
que, pela comparagao da sequéncia, ¢ homologa a cadeia leve de dineina a qual tem sido
identificada em Chlamydomonas. € Drosophila (DICK® e al., 1996). Baseado em
mapeamento por clivagem proteolitica. esta cadeia leve de 10kDa (dlc) interage com 2

cauda da BMV (FSPINDOLA et al.. 1996).

[sta cadeia leve altamente conservada dividida por dineina e miosina \Y
forma uma cstruturd homodimerica p:\rulcla. Analises da cstrutura da molceula (figura 1)
revelaram uma helice anfifilica (residuos 14-32) como suficiente para causat
dimerizagdo. Um segundo segmento em heélice ¢ capaz de realizar reaglo cruzada com O
reagente DEDNB  (residuos 33-46) ¢ © segmento amino-terminal (residuos 1-13)

contribui para estabilizagdo do dimero (BENASHSKI et al., 1997).

14 R A
N CF Tmenzation__H - DIDRE C
N i

eh C-terminal
ChX, Dotmains

Figura | - Estrutura da cadeia leve de dineina (BEN ASHSKI er al, 1997)
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A analise da sequéncia dessa cadeia leve revela que ela ¢ uma das proteinas

mais conservadas que SC€ conhece at¢ 0 presente. Sua mutagio ¢ letal para formagio do

embrido de Drosophila (DICK ef al., 1996 ¢ PHILLS ef al., 1996). Entretanto, a mulagdo
da primeira cadeia leve de dincina, Nnado metazodria, identificada em levedura
Saccharomyces cerevisiae (SLCL) nio provocou nenhuma alteragdo no crescimento
vegetativo nas células de levedura (DICKh et al, 1990), sugerindo que esta cadeia leve
pode desempenhar diferentes fungdes nas células eucarioticas de acordo com a escala
evolutiva.

Recentemente, a dic foi encontrada como um dos clones que interagem com
a proteina inibidora 1kB que controla a atividade do fator de transerigdo Ni-kB
mantendo-o inativo no citoplasma. Lste fator ativa genes envolvidos em respostas
imunologicas como citocinas, receplores de superficie, moléculas de adesdo €
diferenciagdo de linfécitos e tambeém em retroviroses humanas como HIV-1. Estudos
com imunoflorescéncia € microscopia confocal mostraram que [kBa e dic colocalizam
com uma distribui¢do citoplasmatica ¢ puclear e também foram encontrados em
associa¢do com O centro organizador de microtabulos podendo indicar uma possivel
fungo da dlc no trafego nucleocitoplasmético do IkBo em interagdo com o citoesqueleto
ou um mediador na interagdo lkBa/NEF-kB (CRI'EPHEUX et al., 1997 ¢ HSCOTT et al.,
1997)

JAFFREY & SNYDER (1996) revelaram que esta cadeia leve de dineina
também ¢ homologa a proteina inibidora da isoenzima neuronal da sintase do oxido
nitrico (PIN). Analises desta proteina revelaram que esta desestabiliza o dimero da
sintase do oxido nitrico neuronal (nNNOS) provocando a dissociagio desta em uma forma

monomérica inativa. Esta descoberta foi surpreendente, porque © oxido nitrico € um gas

peurotransmissor,  que nio pode ser estocado em vesiculas como  0S outros

neUrotransmissores conhecidos €. portanto, sud sintese deve ser fortcmente regulada in

Vivo.



1.5 - SINTASE DO OXIDO NIiTRICO (NOS)

O oxido nitrico (NO) & um mensageiro com uma ampla fungio biologica
como a regulacdo do tonus vascular, peurotransmissor, respostas imunologicas, além de
ativagdo de fatores de transcrigdo, tradugdo, mutagénese ¢ outras (NATAN e XIE, 1994).
Também é um regulador fisiologico da respiracdo mitocondrial e atividades genéticas
(WOLF, 1997).

Uma superprodugdo do NO pode levar @ morte celular e causar desordens
celulares induzidas por hipoxia, enxaqueca, demeéncia (Al1DS), Mal de Parkinson,
Sindrome de Alzheimer's, Mal de Huntington € esclerose miotrofica lateral. (WOLF,
1997 ¢ BRENMAN ef al.. 1997). Um aumento da expressdo de PIN foi identificado apos
uma isquemia cerebral em regides do cérebro onde a atividade de nNOS se mantida leva
a morte de células neuronais (GILLARDON et al., 1998)

O 6xido nitrico derivado neuronal pode ser maléfico ou benéfico dependendo
do contexto celular e, portanto. precisa ser bem regulado. Um tipo de regulagdo envolve a
sintese de NUIMErOSOs splicing alternativos juntamente  Com uma diversidade de
promotores que contribuem para um complexo padrdo de controle da expressio de nNOS
permitindo a criagiio de moléculas com diferengas enzimaticas e estruturais (BRENMAN
et al., 1997).

A sintase do oxido nitrico € uma enzima homodimérica que catalisa a
oxidacio da L-arginina para citrulina e formagdo do oxido nitrico numa forma
dependente  de NADPI], oxigénio molecular € varios cofatores (FNN, FAD,
{etrahidroproteina). A NOS ¢ composta por dois dominios distintos, © dominio carboxi-
terminal redutase ¢ 0 dominio amino-terminal oxigenase. (WOLF, 1997)

Trés isoformas de NOS foram identificadas at¢ agora:

- nNOS (isoforma neuronal) — identificada inicialmente em células
neuronais esta presente no sistema nervoso central ¢ periférico € fambém cm musculo
esquelético, neutrofilos, ithotas pancrez’nlicas ¢ outros.

1I- iNOS (isoforma indutivel) — expressada em macrofagos, neutrofilos,
células de Kupfier, hepatocitos, ¢ em resposta a endotoxina ¢ citocinas inflamatorias.

111- eNOS (isoforma endotelial) — clonada inicialmente de células endoteliais.

mas também expressa em neuronios (Nathan e Xie, 1994).
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A atividade de NOS 1 e L ¢ dependente de fons calclo livres e de
calmodulina (WOl T, 1997).

Analises genéticas ¢ bioquimicas sugerem que PIN interage com um curto
trecho de aminoacidos (aa 163 - 245) que sa0 (nicos na regido amino-terminal de nNOS
e estio ausentes €M INOS e eNOS. Este wecho corresponde a0 dominio de dimerizagao
da molécula de ANOS (JAFFREY E SNYDER, 1990).

A regido de aNOS que interage com a cadeia leve (residuos 163-245) possul
um segmento anfifilico que pode contribuir para a dimerizagio de aNOS. Isto sugere que
q cadeia leve age sobre nNOS através da ligaglo da hélice de dimerizagdo anfifilica com
o dominio similar de aNOS (BEN ASHSKI, eral. 1997).

GREENWOOD ¢f al. (1997), investigaram a distribuigo ¢ correlagio de
PIN ¢ nNOS em varias regioes do cérebro de ratos. identificaram uma forte expressdo de
nNOS em cerebelo, moderada expressdo em cortex cerebral, medula, hipocampo €
medula espinhal, enquanto que PIN foi mais expressada em cortex, medula e hipocampo
do que em cerebelo € medula espinhal, sugerindo que PIN pode ter outras fungdes além
da inibigdo de ANOS no cérebro.

Segundo KING ef al (1996). a cadeia leve de dineina denominada Mr. 8.000
¢ uma sequéncia extremamente conservada podendo sugerir que €ssa sequéncia possui

wma importante fungdo tanto 1o flagclo como 1o citoplasma.

A descoberta feita por FSPINDOLA ef al. (1996) de que @ cadeia leve dc
dineina ¢ uma subunidade de BMV que interage com cauda, torna extremamente
interessante investigar com que subdominio especilico essd cadeia leve esta interagindo ¢
se esta interaglo afeta a possivel fungiio de transporte de carga desse dominio cauda.

a producdo de anticorpos Jominio-especilicos contra esta cadeia leve € de

Portanto.

fundamental importancia  no estudo  dessa interag@o  alraves de ensaios de

imunoprecipitacao. overlay e imunodeteceao.

() csclarceimento da associagio dessa cadeia leve com @ cauda de BMV
podera set importante na clucidagio da interagiio da miosina com a cargd que €

(ransportada. Além disso. © fato de BMV e dincina compartitharem a mesma cadeia leve

sugere uma fungdo comum para essa proteina no ransporte de vesiculas e organelas pelos

motores de microtabulo € actina.
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A produgio de anticorpos especilicos contra a cadeia leve de 10kDa da
miosina V tambem deve desempenhar prande importancia em estudos que elucidam a
fungio desta proteina no transporte de melanossomos.

O Presentc trabalho tem como objetivo expressar a cadeia leve de dineina de
{0kDa (dle) em fusdo com a proteina ligante de maltose (PLM). purificar a proteina de
fusio em coluna de afinidade amilose-sepharose. padronizar protocolos em TOSSO
laboratorio de técnicas de Biologia Molecular. de tranferéncia Western blot e de detecg@o
por quimioluminescéncia.

A proteina de fusdo purificada podera ser usada para a producdo de
anticorpos dominio cspecificos  a serem  usados  como sondas de  detecgdo.
imunolocalizagdo ¢ imunoprecipitagao em (uturos cstudos de interagdo com a cauda de
miosina V € subdominios cauda proximal, medial e distal; estudar 2 interagdo com

tecidos animais varindos (cérebro. figado. plandulas. ele). com outras proteinas do

citoesqueleto: com tecidos vegetais € panglios de invertebrados.
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2 - MATERIAL E METODOS
SISTEMA DE PROTEINA DE FUSAO

As novas técnicas de biologia molecular sio de fundamental
jimportincia para a bioguimica, no estudo de estrutura € funglio de proteinas. O
sistema de purificagdo utilizado neste trabalho consiste num método em que 0 gene
da proteina de interesse ¢ clonado num plasmideo vetor pMal, em fusdio com o0 gene
malE que codifica a proteina ligante de maltose (PLM). Este vetor ¢ transformado
em Escherichia coli que quando induzida em cultura liquida, expressa a PLM e a
proteina cm fusdo para o citoplasma. O extrato celular ¢ aplicado em coluna de
afinidade com a amilose, ¢ a proteina de fusdo ¢ purificada em apenas um passo de
purificagio ficando retida na coluna enquanto as outras proteinas fluem. A proteina
de fusdo é entdo eluida com maltose na forma purificada ¢ a proteina de interesse
pode ser agord separada da LM pela proteasc denominada fator Xa devido a um
sitio de clivagem no vetor localizado no sitio de insercdio. A proteina de interesse
pode ser obtida pura aplicando-se a {ragao clivada novamente em coluna de amilose
(RIGGS et al. 1990). A figura 2 mostra um esquema do método de proteina de fusdo

utilizado neste trabalho.
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Figura 2 — sistema de proteina de fusao (New England Biolabs)

A cadeia leve de dineina de 10 kDa utilizada no presente estudo foi obtida
como uma proteina em fusio com a proteina ligante de maltose (PLM). Para isto, a regido
codificadora fol clonada nos sitios xmnl e Xbal do vetor pMal—c2 (New England Biolab).

Este constructo foi cedido pelo Dr. S. King da University of Connecticut Health Center,
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Farming, Connecticut. O plasmideo foi transformado em Joscherichia coli cepa XL1-

BLUE.

2.1 - MlNll’REPAR/\(T]\() DE DNA PLASMIDIAL (miniprep)

Uma colonia de /- coli X1.1 - blue contendo plasmidios pmal—c2 foi inoculada
om 25 mib de meio de cultura 1B contendo ampicitina ¢ (etraciclina ¢ a cultura foi
incubada sob agilagdo de 180 rpm, 4 37° para crescimento, até atingir DOgoomn de 1,0 a
1.5. as cclulas foram cnlao centrifugadas @ 6000 x g por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi removido € 0 precipitado foi utilizado para purificagdo do plasmideo
através do Kit QUIAGEN-TIP 100 segundo o protocolo do fabricante: ressuspendeu-se
o precipitado bacterial em 4ml do tampao P1( Tris-11C1 530mM pH 8.0, EDTA 10 mM
Rnase 100pg/mi a 4°C) ¢ adicionou-se Aml do tampdo P2 (NaOll 200mM, SDS 1% a
temperatura ambiente) misturando-se guavemente por inversio do tubo que depois fol
encubado no mesmo tampao por S min a temperaturd ambiente. O SDS solubiliza os
fosfolipideos ¢ proteinas componentes da membrana da célula, levando a lise €
diminui¢do do contetido da célula. O NaOll desnatura 0S DNASs cromossomal ¢
plasmidial, bem COmMO proteinas. Apos a lise, foram adicionados 4ml do tampao P3
(acetato de potassio 3M plt 5.5) resfriado para neutralizar a solugdo, agilou-s€
gemilmenle o tubo € encubou-se 1no gelo por 15 minutos. A alta concentragdo de sal
causa a precipitagao do SDS. e as proteinas desnaturadas, DNA cromossomal e debris
celulares tornam-se presos ao complexo sal/detergente. O DNA plasmidial sendo menor,
renatura e permanece cm solugdo. Lista solucdo foi entdo centrifugada a 20.000x g pot 30
minutos a4°C e o0 sobrenadante fot novamente centrifugado a 20.000x g por 15 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi retirado € reservou-se uma aliquota de 1250 para analise em
gel (amostra 1). O sobrenadante fot aplicado na coluna QUIAGEN previamente
equilibrada com Aml do tampdo QBT (NaCl 750mM, MOPS 50mM pH7.0 etanol 25% ¢
(riton X-100) e retirou-sc uma aliquota de 125p1 do void para analise em gel (amostra 2).
As condicdes salinas ¢ de pll do lisado € a superior scletividade da resina OIAGEN
asseguram que apenas o DNA plasmidial seja retido enquanto RNA degradado.,proleinas

celulmes, ¢ metabolicos nio sido retidos. A coluna foi entdo lavada com dois volumes de
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1oml do tampdo QC (NaCl tomM, MOPS 50mM pH 7.0 € etanol 15%) e uma aliquota
de soopt do lavado foi retirada para analise cm pel (amostra 3) O DNA foi cluido da
coluna com 5mt de fampao QF (NaC'l 1.25mM ris-HCt pil 85 ¢ etanol 15%0) ¢ uma
aliquota de 100t foi retirada para analise em pel (amostra 4). Analisou-se¢ a purificago,
precipitando cada amostra 1 4 com 0.7 volumes de isopropanol a 15.000x g por 30
minutos a 4°Ce retirando-se cuidadosamente 0 sobrenadante. O mesmo procedimento fot
feito com todo DNA eluido. As amostras (1-4) e todo o DNA eluido (amostra 5) foram
entdo lavados com etanol 70%, secos € ressuspendidos em 10 wl de tampdo TE (Tris-HCl
pi1 8.0, EDTA tmM). Em cada pogo do gel foram aplicados 2 pl da amostra e 0.4 1l de
tampdo da amostra (Bromofenol Blue 0.25% e sacarose 40%). A integridade a pureza € 0
rendimento do DNA obtido , foram avaliados por eletroforese em gel de agarosc. A
cletroforese foi feita em mini-géis de agarose de concentragio tnica 1%. A agarose foi
fundida em tampao TBE 10X concentrado (tris-base 0.54%. acido borico 0.28%. EDTA
| mM), fundida em forno microondas ¢ despejada sobre uma placa horizontal (sistema
BIO RAD) devidamente vedada. Apos a solidificagdo da agarose. a placa foi transferida

para uma cuba do mesmo sistema contendo tampéo TBE (tris-borato 0.045mM, EDTA

0.001mM).

7.2 - ESTOQUE DE BACTERIAS

3 il de meio 1.B (Bacto-triptona 19%. extrato de levedura 0.5%. NaCl 1%,
pll 7,4) com ampicilina 100pg/ml e {etraciclina 12,5pg/ml foram inoculados com uma
colonia de bactérias, atraves de uma alga de platina. O frasco foi mantido por agitagdo
(250 rpm) por 12 a 14 h, a 37°C. Aliquotas de s00pl tura foram colocadas em tubos

Eppendorf estéreis ¢ foram adicionados 250p de glicerol 70% cstéril. Os tubos foram

armazenados a 270°C.



3 3 - EXPRESSAO DA PROTEINA DE FUSAO

A expressdo da cadeia leve de dineina em fusio com a proteina ligante de
maltose foi realizada de acordo com 0 protocolo descrito pelo fornecedor (New England
Biolabs). com algumas modificagdes : | de meio 1B estéril contendo 0.2% de glicose ¢
0s antibioticos ampicilina (100 pg/ml) e {etraciclina (12.5pg/ml foi inoculado com 10 ml
de cultura liquida crescida durante a noite nO MesMoO meio a 37°C.A cultura foi mantida
sob agita¢do a 37°C" ¢ aeragdo até atingir uma DO 600 nm de cerca de 0,5. Neste ponto,
foi retirado 1ml da cultura. as cclulas foram colctadas por centrifugagdo ¢ preparadas
para SPS-PAGE (células ndo induzidas). A cultura remanescente foi adicionado o
indutor 1PTG (isopropilli()galactosideo) para a concentracdo final de 03mM e a
incubagdo foi mantida por mais 2h. Ao final deste intervalo, novamente foi retirado 1 ml
para gDS-PAGE (células induzidas). A cultura foi entiio centrifugada a 4000 x g por 30
min.. o sobrenadante foi descartado € 0 precipitado foi congelado a _70°C durante a noite.
0O pl'ecipitado foi entdo ressuspendido em 10 ml de tampdo de lise (tris-Hel 100mM pht
8.0, CGTA tomM, EDTA 1OmM._ sucrose 100mM , pefabloc ou PMSE 2mM, e
adicionados 0.2mg/ml de lisozima no momento do uso. As células foram entdo incubadas
no gelo por 10 a 15 min ¢ foram adicionados 40 ml de tampdo detergente para uma
concentracdo final de 50 ml (tris-11CT pH 8.0. sarkosyl 0.4%. DTT tmM, EDTA M,
ATP 0.5mM. PMSE 0.3mM) ¢ esla solugio foi homogeneizada suavemente em potter no
gelo. Posteriormente, as células foram lisadas por ultrasonicagdo por 4 min. Apos a lise
as células foram centrifugadas a 30.000 x g por 30 min. a 4°C e uma amostra de 100l do
precipitado € do sobrenadante foram retirados para SDS-PAGE. Ao sobrenadante a

(emperatura ambiente foi adicionado 20mM de tris-ticl ptl 8.0, 0.5mM de DT1T. 0,25
mM de ATP. 05 mM de EDTA; 1O mN1 de petabloe ¢ 104 de triton x-100 (1:1).

Para a expressdo da proteina ligante de maltose este mesmo método foi

utilizado.
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2.4 - I’URIFI(‘TA(I;\() DAS PROTEINAS DE FUSAO

A cadeia leve de dincina cm fusio com a PLM foi purificada atraves de uma
coluna de amilose acoplada a Sepharose (New England Biolabs) de aproximadamente 4
ml. equilibrada em tampao de equilibrio (tris-11C1 20mM pH 7.5 . NaCl 0.2 M. 2-
mercaptoetanol (omM ou DT 2mM, EGTA TmM e 0.02% azida sodica (NaN3). 30ml
do sobrenadante resultante da cxpressio da proteina de fusdo foi aplicado a coluna a
temperatura de 4°C. A coluna foi [avada inicialmente em 50 mi tampao de lavar |
(tampdo de equilibrio 1 0.1 M de NaCl) e posteriormente €im 20 ml tampdo de lavar 2
(igual ao tampdo de equilibrio). A proteina de fusdo foi eluida em tampdo de eluigdo
(tampdo de equilibrio contendo 15mM de maltose). O petfil cromatografico foi analisado
no espectrofotometro a 280 nm ¢ por SDS-PAGLE.

Para a purificagdo da PIM cste mesmo método foi utilizado.

2.5 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA
PRESENCA DE SDS (SDS-PAGE)

O perfil cletroforético foi analisado por SDS-PAGE, atilizando o sistema de
tampdo descontinuo proposto por Lacmmli (Lacmmli e favre, 1973) ¢ o sistema de
placas empregado por Srudier (1973). Foram utlizados minigéis de dimensdes 8.3 x 4.7 x
0.05cm (sistema Hoefer), com gradiente de acrilamida de 5 a 24% no gel de separagdo €
3% no gel de empilthamento. Qs géis de separagio foram preparados com glicerol 0,7%,
Tampdo de separagao 360mM pli 8.8 (tris-base 45.38%, [CI 6N 10%), SDS 10%
0,144%, acriIamida/bisacrilﬂmida (30:0,8) nas devidas concentragoes, TEMED 0,003%,
persulfato de amonio (PSA) 0.0128%. O gel de empilhamento foi preparado com tampao
de empilhamento 124 mM pll 6.8 ( {ris-base 15.32% ¢ 11CT 12N 10%). SPS 0.12%.
acriIamida:bisacrilamida (30:1.0)a 3%. TEMED 0.006% e PSA 0.150%.

} As amostras foram preparadas mantendo a proporgao de 100 pl de proteina,
para 10 de tampdo de amostra 10 X concentrado (SDS 8.75%. sacarose 20%.

tampaode empilhamento 31 mM, |5-mcwaploclalml 19%. LGTA-K 1T mM, bromofenol
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blue 0,25%). fervidas por 2 minutos. Foram aplicados na maximo 10 plem cada pogo do

pel.

A eletroforese foi realizada em cubas loefer contendo tampao eletrodo (tr1s
100 mM, EDTA 7.8 mM, Glicina 770 mM, SDS 3% pli 8.3). A corrida fol iniciada com
20 mA de corrente até a entrada no gel de saparagio € depois aumentou-s¢ a corrente
para 30 mA. O gel foi corado em solugdo corante (coomassie brithant blue R, 0.125%.
metanol 50%, acido acético 1%) por | hora ¢ descorado em solugdo descorante (metanol

~

504 ¢ acido acético 99%). até¢ o fundo do gel ficar (ransparente. Os péis foram entao

reservados em acido acético 7%.

As abelas 1 ¢ 11 mostram 05 padrdes de peso molecular utilizados (Sigma).

MIGRACAQ

PROTEINAS

Cadeia pesada da miosina 11 de musculo esquelético

B-g alactosidase

Fosforilase B

Soroalbumina bovina 66.000

Ovoalbumina ) o R 45, 000

Anidrase carhonica 20 000
17.000

Calmodulina

Tabela 1 - Proteinas do padrio dc peso molccular SDS-611 Sigma ¢ Migragao refativa.

PROTEINAS MIGRACAO

-2 macrogobulina I B 193.000
J};&lliglgidis_c_ T (12,000
Frutose-0-fosfato cinase o N 86.000

Piruvato cinase I ____’__Z_O_.U’(J()
Fumarase 57.000
Desidrogenase lactica 39.500

L ' Triosefosfato isomerase

Tabela 11 = Proteinas do padréio dc peso molecular SDS 7B Sigma ¢ migragio relativa.
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2.6 - CONFEC ‘CAO DA COLUNA DE AFINIDADE

»ara a confecgdo da coluna de afinidade X- sepharose 48, 18 do gel seco de
resina de sepharose 48 ativada com CNBr (Sigma) foi hidratada (inchada) com 200 ml
de 11C1 1M em um bequet. sob agitagdo lenta através de um bastao de vidro. durante 15
minutos. Em seguida o gel fol transferido para um funil de placa sinterizada, previamente
javado com 1Cl concentrado, € lavado 5 vezes com HCT tmM e 3 vezes em tampdo de
acoplamento (Bicarbonato de sodio 0.1M pH 8.3 e NaCl 0.5M). A resina fot transferida
para uni coluna de vidro ¢ incubada com fragoes eluidas da coluna de amilose
sepharose, (contendo a proteina de fusio purificada) por uma noite a 4°C sob agitagao
orbital. Apos 0 acoplamento a resina foi bloqueada com 3 volumes de etanolamina 1M
pHi 9.0 por 2 horas sob agitagdo orbital & temperatura ambiente. A coluna foi entdio lavada
com 5 volumes de tampao acetato de Sodio 0.1 M pH 4,0 com Nacl 0,5M e com mais 5

volumes de tampao de acoplamento. Em seguida a coluna foi equilibrada com 5 volumes

de TBS contendo 0,02% de azida sodica (NaNs) € armazenada a 4°C.

3.7 - PREPARO DE HOMOG ENEIZADO DE TECIDOS

para o preparo de amostras de homogeneizado de tecidos para eletroforese,
uma pequena amostra do tecido em estudo foi transferida para um recipiente contendo
nitrogénio liquido. O tecido foi entdo macerado ¢ transferido para um ubo eppendorf
mantido no gelo contendo 0,5 wl de TCA 3% (acido {ricloroacético) e homogeneizado
com uma microsonda (ONMNI-MIXER). O volume do homogeneizado foi dividido cm
metades iguais, que foram centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 4°C. Um dos
precipitados foi ressuspendido em 500 pl de (ris-11CT 100mM pll 8.8 para dosagem de
proteina. O outro precipitado foi ressuspendido em 500pl de tampdo da amostra 1X
concentrado. Apos a dosagem de proteina a amostra foi diluida em tampao de amostra 1X
concenn:ado para uma concentragiio de proteina de | mg/mle aliquotadas em volume de

100 pl.
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As amostras de homogencizado foram aplicadas @ uma concentragdo de 20pg

de proteina por pogo ne gel.

2.8 - l’llRlFl(’,‘,ACﬂ() DA MIOSINA V DE CEREBRO DE
GALINHA

O método de purificagao utilizado foi o mesmo descrito em Cheney ¢/
al. (1993), exceto com algumas modificacdes. [oram homogeneizados 120g de
cerebros de pintainhos congelados em 500ml de tampdo pll 7.7. contendo HEPES
A0mM, EDTA smM. ATP smM, DTT 2mM. PMSE TmM. Benzamiding 1M,
Aprotinina | mM utilizando homogeneizador Omnimixer por 4 vezes Com intervalo de
1 minuto, sempre 110 pelo ¢ centrifugados a 40.000xg por 20 minutos. O precipitado
enriquecido com miosina V foi ressuspendido em soml de tampao pit 7.2 contendo
HEPES 25mM, EDTA 2mM, EGTA 2 mM, DTIT 2 mM. Adicionou-se entdo Triton x-
100 para 1% ¢ solubilizou-se as membranas do precipitado centrifugado a 40.000xg por
20 minutos. A miosina V foi solubilizada desse precipitado em aml de tampio S-500
pH 8.3 com jomM de ATP. HEPES 25mM, NaCl 0,.6M, MgCly smM. EGTA 2mM,
DT 2mM ¢ ATP SmM. Ioi realizada novamente uma centrifugagiio a 70.000xg pot 30

" minutos formando um precipitado contendo  I-actina ¢ protcinas associadas. O
sobrenadante fo1 entdo aplicado a uma coluna de filtragdo em gel S-500 (1.5 x 100cm) e
(luxada durante a noite em tampdo S-500 onde eram coletadas 100 gotas por tubo em
um fluxo 1 x 6 da bomba P-100 da Pharmacia.

As fragdes da coluna §-500 foram analisadas cm SDS-PAGE. Toi feito um pool
das fracdes de miosina V e diluidas em 2 volumes da tampdo Q-Sepharose pH 7.55
contendo Trictanolamina 20mM. EGTA tmMm, DTT >mM sem sal. Este pool foi
aplicado em uma coluna de troca ionica TMAL de volume 3ml pré—cqnilihmda em
tampdo Q-Sepharose agora com 750mM de NaCl. A coluna foi lavada e eluida em
gradiente de 250 a 750mM de NaCl em tampao ()-Sepharose. As fragdes eluidas dessa
coluna foram analisadas em SPS-PAGE. As fragdes contendo miosina vV foram

reunidas ¢ dialisadas durante a noite em tampdo Z' pil 7.4 (imidazol 10mM. KCl
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75mM, MgCh 2.5mM, DTT >mM, EGTA tmM na primeira dialise e 0.1mM nas oulras
rocas de tampdo).

As fragdes foram lidas em espectrofotometro a 280nm  para calcular a

concentragdo de proteinas.
2.9 - WESTERN BLOT

A técnica de eletrotransferéncia de proteinas do gel de poliacrilamida para
uma membrana, conhecida como wesfern blotting, combina a capacidade de resolugdo da
proteina separada por eletroforese com a especificidade da identificagao imunologica
pm  processo rapido e altamente sensitivo. Esta técnica € basicamente nova € foi
originalmente descrita por TOWBIN et al (1979), desde entdio o Westemn blotting tem se
tornado um método altamente popular € conveniente para a analise ¢ caracterizagdo de
proteinas. As proteinas que estdo agora imobilizadas na membrana podem ser incubadas
com anticorpos especificos que serdo detectados por moléculas secundarias, geralmente
anticorpos anti-1gG conjugados a enzimas.

As proteinas do gel de poliacrilamida foram transferidas para membrana de
nitrocelulose ou pVDF (polivinilideno diftaor) segundo Towbin ¢/ al. (1979)) O
fampdo de {ransferéncia (eletroblot) foi preparado com tris-Hel 25mM pH 8,3, glicina
{92imM ¢ metanol 20 3 A0 %. Apos a transferéncia, as membranas de nitrocelulose
foram coradas com Poncead 0.5% (em éacido acético 1%) por 2 a3 minutos para

visualizagdo das bandas, descoradas com agua mili Q., secas com papel de filtro a

temperatura ambiente € reservadas a 4°C.
2.10 - IMUN()DETEC(‘,Z\()

O estagio final da localizacdo da proteina na membrana & o passo de detec¢o

que pode ser por autoradiografia. qlliminluminescénciﬂ, ou através da visualizagdo de um
precipitado colorido. A primeira geragdo de sistemas de detecgdo foram anticorpos

raidioativos a proteina A radioativa. No entanto, nos altimos anos, tem havido um
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gradual decréscimo do uso de radioisotopos, desde que outros métodos alternativos tém
sido utilizados sem comprometer a sensibilidade da detecg@o radioativa.

A Quimioluminescéncia ¢ a mais nova técnica de detecgdo e tem sido
amplamente utilizado devido ao fato de oferecer intumeras vantagens sobre os métodos ja
conhecidos. Nesta técnica de detecgiio 0 anticorpo secundario é geralmente conjugado
com peroxidase alcalina (POD), esta cnzima na presenga de peroxido de hidrogénio
(11,0,), catalisa a oxidagdo do diacilhidrazida ciclico como © luminol. lmediatamente
apos a oxidagdo, 0 juminol estd num estagio excitado e quando volta para 0 estagio
inicial, ocorre a emissdo de luz que é detectada num filme de raio-X. Certos compostos
podem ser adicionados a reagdo para aumentar a emissio de luz. Com a detecco do sinal
num filme de raio-X tem-se um arquivo permanente o qual nfo ird se desfazer com 0
tempo ou com a exposigio A luz como ocorre com outros tipos de detecgdo. As
metnbranas reveladas por quimioluminescéncia ainda oferecem a vantagem de ser capaz
de reutilizar as membranas com diferentes anticorpos, permitindo entdo que a membrana
seja utilizada varias vezes (ROSENBERG, 1996).

As membranas de nitrocelulose ou PVDF foram bloqueadas durante a noite
(overnight) a 4°C ou por 5 horas a temperatura ambiente em solugdo de bloqueio (leite
desnatado 5%, TBS pH 8.0 tween 20 0,05%). Em seguida lavadas em solugdo
TBS/Tween por 3 vezes de S minutos cada e incubadas com 0 anticorpo primario
apropriado. por | hora sob agitagéo ou overnight a 4°C, lavadas em solugdo TBS/tween 3
vezes de 5 minutos cada e incubadas com anticorpo secundario 1gG POD por 45 minutos
4 uma hora. Apos a reagio com 0O anticorpo secundario as membranas foram novamente
lavadas em TBS/Tween por 7 vezes de 5 minutos cada e por 5 minutos em tampao
carbonato 0,2 M pH 9,6 sol. A - Na,CO; 21,198g/ml; sol. B - NaHCO; 10,802 g/l
‘Adicionar 100 ml da solugdo B para 60 ml de A até acertar o pii para 9.0, (BISARIO,
1997). A reatividade  dos  anticorpos foram detectadas  pelo sistema de
quimioluminesncéncia segundo o protocolo do fabricante ( ECL; Amersham Corp): a
membrana é incubada com solugdo de detecgdo (solugdo A e B [:1) por 1 minuto,
rapidamente colocadas s obre um filme de PVC com a face contendo as proteinas virada
para baixo, embrulhada, e colada com fita adesiva dentro de um cassete de revelagiio com

a4 face certa virada para cima. O filme dé raio-X foi entdo colocado sobre a membrana
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cuidadosamente, o cassete foi fechado e o tempo de revelagio utilizado foide 1al0
minutos. O filme foi entdo mergulhado em solugio de reveladora (Kodak) por | minuto,
lavado em agua € fixado em solugio fixadora (Kodak).foram colocados pontos de tinta
fluorescente dentro do cassete como marcadores da posigio da membrana, A partir do
momento que foi colocada a solugdo de detecgdo todos 0s procedimentos foram feitos no

escuro ou com uma luz vermelha de pouca intensidade.

2.11 - DOSAGEM DE PROTEINAS

As dosagens dc protcinas foram determinadas pelo método de Bradford (1970),
utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padrdo. Para montagem da curva foram
utilizadas amostras de 0 (branco), 5, 10, 15, 20, 25, € 30ug de BSA em duplicata €
adicionou-se¢ agua mili-Q para um volume final de 100pl em cada amostra. Em cada
tubo foi entdo adicionado 3ml de solugdo de Bradford e apos um intervalo de 2 minutos
as amostras foram lidas no espectrofotometro a 595nm. Foi feita uma média (X) do
valor lido de cada duplicata € dessa média retirou-se o valor de leitura do branco
(somente agua e Bradford). Da amostra a set quantificada foram utilizados 10 a 50pl
em duplicata € adicionada agua mili-Q para 100yt e 3ml de reagente de Bradford em
cada tubo. Da média das duplicatas retirou-se o valor da leitura do branco, sendo
utilizado como branco o tampdo de eluigdo da coluna na mesma quantidade da amostra
(10 a 50pl1). Para montagem da curva padrdo de BSA. os valores de X - branco foram
considerados como valores do eixo Y € a quantidade de proteina utilizada como valores
do eixo X. Determinada a cutva, pode-se entdo calcular a concentragdo de proteinas

contida na amostra através de regressio linear dos valores obtidos na curva.
2.12 - CLIVAGEM COM FATOR XA

As amostras de proteina de fusdo clivadas por fator Xa foram cedidas pelo Dr S.

King da University of Connecticut Health Center. Farming, Connecticut.
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RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 - PURIFICACAO PLASMIDIAL

A purificagdo plasmidial fo realizada conforme materiais € métodos pelo
Quiagen Plasmid Kit. ¢ como confirmado pelo gel de agarose 1% (figura 3), 0 plasmideo
pMalc2 que possui 6.145 pares de base (New England Biolabs) e mais 273 pares de bases
(91 residuos) do inserto que codifica a cadeia leve (KING AND PATEL-KING, 1995)
aparece nas formas circular e superhelicoidal nas amostras de sobrenadante, eluido e de
DNA concentrado. A purificagio plasmidial através do Kit Quiagem proporcionou um
método pratico e eficiente para obtengio do DNA plasmidial contendo o vetor pmalc’
que pode agora sct utilizado em varios procedimentos experimentais como digestdo com
enzimas de restrigio para constatagdo do vetor e para novas transformagdes em cepas de

bactérias.

circular-9» )
supeuhclicnid:\l—b E[}‘f,f‘l)g

e 11,198 10,180

e 10 RS,
==vi7s
—Fros '8
—5090

— 4072

— 30854

—-2038

—1036

—1018

Hint | fragments
of the voetor

1 KD IINA Lakiber

Figura 3 — Gel de agarose 1% corado com brometo de elideo resultante do experimento de
purificagdo plasmidial pelo Quit Quiagen. As raias 0 mostram o padrdo de peso molecular tkb
Ladder; raia 1. sobrenadante aplicado 4 coluna; raia 2 void; raia 3: lavado e raia 4 eluido. A
raia 5 mostra 0 DNA eluido concentrado conforme descrito em material e métodos paginas Ile
12. As setas mostram 0 DNA plasmidial nas formas circular e helicoidal. A direita do gel tem-se
o padrdo de peso molecular utilizado e suas possiveis migragdes com o0 peso molecular esperado

de cada uma.
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32 - EXPRESSAO E PURlFl(:A(;/’\o DA PROTEINA DE
FUSAO E DA PLM

Com relagiio a expressao da proteina de fusdo e da PLM sozinha, foi
observado comparando-se as amostras de células induzidas e néo induzidas, (figura 4)
que foram obtidos altas niveis de expressio e ndo houve expressao significativa antes da
adi¢do do indutor PTG, O vetor pmu/—c2 (figura 5) contém um controle de transcrigio
génica (Operon lac) onde o promotor Prac esta posicionado para transcrever os genes
malli (o qual codifica a proteina ligante de maltose) e lacZ. O gene lacl codifica o lac
repressor (que desliga a transcrigiio do Prac (Ver figura 0) O 1P1G ¢ um indutor ndo
metabolizavel deste operon, impedindo a ligagAo/interagao do repressor lac com Prac,
fazendo com que 0S BeNes malli/lacz sejam transcritos, ocorrendo entdio a expressdo da

proteina de fusdo (fignra ).
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Figura 4 — Expressdo da proteina ligante de maltose . Em 0, padrdo de peso
molecular SDS-611, em 1, células ndo induzidas ¢ em 2 células induzidas por

2 horas.
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P Nio ha transcrigdo

Inc repressot

» ocorre transcrigdo

P1.M-dlc

Figura 6 - Agdo do IPTG na transcricdo génica. Em A: o gene Jacl codifica o lac repressor
que desliga a transcrigdo do Pfac responsavel pela transcrigdo dos genes malls e LacZ. Em B:
O IPTG impede a interagio do Jacl ao promotor Plac fazendo com que os genes mall. lacZ

sejam transcritos, ocorrendo entio a expressio da PLM-dlc.

Analisando as amostras de precipitado e sobrenadante, o grau de
solubilizacio da proteina de fusdo foi considerado muito bom comparado com a
quantidade de proteina expressa (figura 7). O alto grau de solubilizagdo encontrado se
deve principalmente ao uso do Sarcozil utilizado apos a lise das células, diferentemente
de outros protocolos de extragdo. Evidéncias bioquimicas indicaram que a ocorréncia de
insolubilidade de proteinas expressas ¢ devido a uma coagregagio com outros
componentes da membrana, uma interagdo que pode ocorrer durante a lise, € o uso do
Sarcozil tem garantido a solubilidade das proteinas expressas.

' Em relago a PLM, primeiro foi utilizado um protocolo de solubilizagio
diferente do protocolo para a proteina de fusdo pois, esta proteina é mais solavel, no

entanto, ndo houve solubilizagio, entdo o mesmo protocolo de proteina de fusdo foi
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utilizado, mesmo assim, o grau de solubilizagdo foi considerado muito baixo em relagdo a
quantidade de proteina expressa. Mas torna-se dificil de analisar este experimento porque
o namero de purificagdes da PLM foram insuficientes para se concluir se o tampdo de
lise utilizado que ndo foi eficiente ou se ndo houve lise das células com o sonicador
utilizado.

o N1 P SV
e 0 NII P § V

200
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' = 16 —
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Figura 7 - Em A expressao e solubilizagdo da proteina ligante de maltose. Em B
expressdo e solubilizacdo da proteina de fusio PIL.M-dlc. As amostras 0 correspondem ao padrdo
de peso molecular SDS 6H, NI células ndo induzidas; 1 células induzidas por 2h. P precipitado;
S sobrenadante e V void.

A purificagdo das proteinas de fusdo e da PLM sozinha foi realizada com
coluna de afinidade amilose-sepharose. O perfil cromatografico analisado —em
espectrofotdmetro a 280nm (figura 8 A) mostrou um pico de absorbncia logo nos
primeiros tubos seguido de uma continua diminuigdo da quantidade de proteinas ateé o
tubo 6 e se mantém constante até o final da eluigdo. O perfil cromatografico analisado
por eletroforese confirma o pico de proteinas dos tubos 2, 3 ¢ 4 (figura 8 B). Apesar do

volume do sobrenadante obtido na expressdo scr de 100 ml, apenas 20 a 40 ml foram
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aplicados na coluna com um volume de aproximadamente 4 ml, devido a alta probalidade
de saturagdo da coluna, Mcsmo assim houve saturagdo confirmada pelas amostras de
void. Mas a purificagdo foi eficiente como Mostra as amostras 1 a 9 da purificagio
apresentando fragoes concentradas (tubos 4,5 € 6) contendo PLM-dlc com alto grau de

pureza, pois nao se observa nenhuma banda a mais no gel, nem mesmo de degradag@o.

ABS 280 nm

T‘V’“—T—_’_—"A'_#T”—T"”‘k\'ﬁf'f"*"’f —
2 4 5 6 7 8 9 10

3
Amostras (1.5 miitubo)

Figura 8 - Em A perfil cromatografico das fracoes eluidas da coluna da amilose sepharose
durante a purificagdo da proteina de fusdo. Em B gel de poliacrilamida 5 a 24% corado com

coomassie blue com amostras de v- void; 1 a9 amostras cluidas da coluna de amilose sepharose.

O petfil cromatografico analisado em espectrofotdmetro a 280nm referente
4 purificagdo da PLM (figura 9 A) mostra um pico de proteinas (tubos 2 a 5) € uma
diminuigio da quantidade de proteinas até o final da eluigdo. A analise da purificagdo em
eletroforese (figura 9 B) confirma uma maior quantidade de PLM nos tubos 2 a 5. mesmo
assim foi possivel obter fragdes purificadas ¢ fambem se observa handas menores que

podem ser degradagdo e uma banda contaminante acima.
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Amostras (1,5 mV/ tubo)
V12}11567x()

Figura 9 — Em A petfil cromatografico das fracdes eluidas da coluna de amilose sepharose
durante a purificagio da proteina ligante de maltose; em B gel de poliacrilamida 5 a 24% corado
com coomassie blue com amostras de: v- void: 1 a 9 amostras eluidas da coluna de amilose

sepharose.

A proteina de fusdo migra a uin peso molecular esperado entre 45 e 66 kDa,
(figura 10) pois a PLM possui uma massa molecular estimada de 42.469 Da. e em adigdo
a 10,3 kDa da cadeia leve de dineina resulta numa proteina de fusdo de massa calculada
de 52.773Da. A PLM migra com um polipeptideo maior que 42kDa, devido ao fragmento
alfa da p-galactosidase expresso em seu carboxi terminal. A amostra de proteina de fusdo
clivada por fator Xa mosira um fragmento migrando a 42 kDa que corresponde a proteina

ligante de maltose € outros Menores de 17 kDa que correspondem a cadeia leve de

dineina.

200~ . T
Figura 10 — gel de poliacrilamida 5 a 24%
‘ég: contendo em 0 padrdo de peso molecular;
Py em 1 células ndo induzidas de PLM: em 2
T < P1Mddie células induzidas; em 3 amostra de proteina
45— we 4— P M 42 kDa de fusio PLM-dic; em 4 proteina de fusdo

29— clivada por fator Xa.
17-
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Apos a purificagdo as fragdes eluidas que continham mais proteinas,
confirmadas por SDS PAGE. foram agrupadas e dialisadas em tampdo PBS 10x
concentrado (Na;PO, 0,3% Na,tiPO; 1%, NaCl 8%), dosadas pelo método de
BRADFORD (1976), segundo Materiais € Métodos (figura 11), ¢ aliquotadas em
eppendorfs contendo 100 g de proteina purificada num volume de 200p! cada cppendor!

e congelados a —20°C. Essas aliquotas foram utilizadas para produgfo de anticorpos.

08
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0.4 *«
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0.1 .

0 ! | \
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R’ = 0,9924

Y

ABS 595 nm

Figura |1 - Curva padrdo de soroalbumina bovina (BSA).

3.3- TRANSFERENCIA E DETECCAO DE PROTEINAS

Para otimizar a detecgdo, as polipeptideos precisam ser transferidas com
eficiéncia para a membrana. Os protocolos de transferéncia garantem uma boa eficiéncia
em migragdes que ocorrem a 60 V durante 90 minutos para polipeptideos de até mais de
100kDa, ja maiores massas precisam de mais tempo. Estes dados sfo contrastantes com
os obtidos aqui em que polipeptideos de até mais de 100 kDa, transferidos a 50V, durante
a noite, ndo migraram com eficiéncia.

O metano! ¢ frequentemente sugerido em transferéncias de polipeptideos de
baixo peso molecular. pois remove o $PS. aumentando a afinidade dos polipeptideos

com a membrana. Por outro lado, baixas concentragdes de SDS (~0,1%) ajudam na
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transferéncia de polipeptideos de alto peso molecular (>100 kDa), mas podem interferir
na ligagdo destes na membrana.

A eletrotransferéncia  dos polipeptideos realizada mneste trabalho  foi
considerada insatisfatoria, pois 0s geis de poliacrilamida, apés a transferéncia foram
corados e comparados com géis ja corados que continham as mesmas amostras aplicadas,
e nfo sc encontraram diferengas significativas entre eles, tanto para polipeptideos de alto
peso, como para polipeptideos de baixo peso molecular. Uma melhor migragdo dos
polipeptideos de alto peso foi observada em transferéncia ocorrida a 80 V pot 2 horas e
ineia. Para transferéncias de polipeptideos de baixo peso passou-s¢ a usar metanol a 40%
no tampdo, ndo apresentando melhor eficiéncia na migragéo.

A figura 12 mostra uma ransferéncia inclicaz, na qual compara pCis
transferidos em tempos diferentes com 0 gel ndo transferido contendo as mesmas
amostras, podendo-se notar que no gel transferido por meia hora, apenas algumas bandas
da fragdo T11 da purificacdo de miosina V (cadeias leves) foram transferidas. Mesmo
com 3 horas de transferéncia houve pouca transferéncia da cadeia leve, além do mais, foi
utilizado metanol a 40% mno tampao eletroblot, e ndo foi encontrada uma melhor
eficiéneia na transferéncia  destes polipeptideos. Tentamos trocar 0 tampdo de
transferéncia utilizado (tris-glicina) para tampéo bicarbonato mas, também ndo houve

melhora significativa na migragao dos polipeptideos.

k e )
\ Q'w‘ o s

0123 01230 01 2 3

Figura 12 — Géis de poliacrilamida 5 a 24% corados com coomassie blue, em 0
padrio de pesao molecular SDS 7B; emn 1 homogeneizado de cérebro de rato: em 2 fragdo T11
de purificagdo de M-V; em 3 proteina de fusdo clivada por fator Xa. Em A gel ndo transferido
corado: em B gel transferido por 30 min. a 35 V; em C gel transferido por 3ha35V
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As transferéncias de polipeptideos de baixo peso molecular como a dlc,
foram realizadas a 35 V com (cmpos alternados de até no maximo 60 minutos.

As membranas com dlc e outras cadeias leves de homogeneizado de
cérebros, de miosina V clivada por calpaina, tecidos vegetais, etc. Foram incubadas com
anticorpo primario anti-dle R4058, afim de detectar a reagio deste anticorpo com a
cadeia leve de dineina, e com as outras cadeias leves transferidas.

Ocorreram detecgdes da dlc em ransferéncias de duragdo ate 30 minutos a
35 V e quando incubadas com R4058 1:1000 durante a noite sob agitagio a 4°C (figura
13). Ndo houve marcagdes com diluigdes 1:2000 do anticorpo. ou quando incubadas por

menos (empo com o anticorpo. Nio ocorreu nenhuma marcagdio com outras amostras

contendo cadeias leves. (figuras 13, 14 ¢ 15)

Figura 13 - Detecgéo da cadeia leve de dineina. A: membrana de nitrocelulose
transferida por 30 min a 35 'V mostrando o padrdo de peso molecular SDS-6H (0);
amostra de proteina de fusdo clivada por fator Xa (1); homogeneizado de cérebro de

rato (2), homogeneizado de gnglio de Apis mellifera. B: filme de raio-X revelado
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Figura 14 — Em A filme de raio-X mostrando detecgo da dic (com anti dlc 1:1000) e também
marcacdes de agregados Em B membrana de PVDF corada com ponceau contendo em 0 padrdo
de peso molecular SDS otl, em i homogeneizado de cérebro de galinha, em 2 homogeneizado de
cérebro de rato, em 3 adrenal bovina, em 4 ganglio de Apis mellifera, em 5 homogeneizado de
nematoide e em 6 proteina de fusdo clivada por fator Xa.

Figura 15 - filme de raio-X mostrando marcagdo da dic.

Os polipeptideos de alto peso molecular também ndo apresentaram boa

eficiéncia na transferéncia para a membrana. Geralmentce 0s polipeptideos de alto peso
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molecular como o dominio cabega de miosina V, foram transferidos a 35 - 50 V durante a
noite a 4°C.

As detecgdes feitas com anti-cabega de miosina V também ndo foram
satisfatorias, uma dos causas seria devido ao fato dos polipeptideos de alto peso
molecular ndo terem sido transferidas eficientemente para a membrana. As marcagoes
obtidas com o anticorpo anti-cabega ocorreram utilizando-se o anticorpo diluido 1:2000 e
incubado durante a noite. Conseguimos somente uma marcagdo em que o anticorpo foi
incubado por somente uma hora, (gel 8% transferido 80V por 2 horas e meia - figura 17).

A figura 16 mostra a detecgfio de miosina V em varios tecidos. A membrana
foi transferida durante a noite com marcagdo fraca pelo ponceau dos polipeptideos de alto
peso, no entanto, houve detecgdo, sugerindo a transferéncia ineficiente ndo é a Gnica

causa para a ndo detecgdo na membrana.

”‘\.
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Figura 16 - Teste do anticorpo anti cabega de miosinaV (1 :2000). A- membrana de nitrocclulose corada com
ponccau 0,5% transferida duranle a noite , conlendo as amostras de: Padriio de peso molecular
SDS GH (0); preteina de fusdo PLM-dic (1); S5 de miosina V(2), homogeneizado de cérebro de
porco (3); de cérebro de rato (4), dc cérebro de galinha (5); de adrenal bovina (6), de pardtida (7).
de ganglio dc Apis (8): dc nematoide (9) de Vigna sp Pa 25H (10) ¢ Pa25R (11). B- filme de raio-

K mostrando a detecgfio do anticorpo nas amoslras de 1 a 6 revelado por | minuto.
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Figura 13 — Dzlecgdo com 0 anti-cabe¢a de M-V.Em A membrana de nitrocelulose
corada com ponceau 0,5% transferida por 2,5h a 80V. 0 padrdo de peso molecular SDS 6H; 1
amostra de cérebro de galinha. em 2 cérebro de suino, 3 gnglio de Apis mellifera, 4
homogeneizado de nematoide; 5 amostras de Vigna PA 25H e 6 PA 25R. Em B filme de raio-X
com detecgiio de M-V nas amostras de cérebros de galinha e de porco.

Estes problemas provavelmente ocorreram pot uma série de fatores.
Primariamente, as polipeptideos nio foram transferidos com eficiéncia para membrana. @)
anticorpos primario e secundarios podem néo estar sendo utilizados na concentragdo
ideal. Outro fator seria quanto & atividade destes anticorpos, levando-se em conta a
validade e como estdo sendo armazenados. Problemas em relagdo a revelagdo pelo
método de quimiolumi'lescéncia também podem ter ocorrido, podendo-se analisar a

atividade do reagente de detecgdo e as formas de armazenamento deste.
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4 - CONCLUSAO

A expressdo em bactéria da cadeia leve de dineina é um método experimental
pratico e simples com a obtengdo de quantidades significativas de proteina, propiciando
estudos de caracterizagio da fungdo desta profeina, além de facilitar a produgdo de
anticorpos imunoespecificos a serem usados como sondas de imunodetecgdo em ensaios
de overlay imunoprecipitago.

A abordagem experimental utilizada foi de fundamental importancia, pois
propiciou a padronizagao de técnicas de Biologia Molecular, Western Blot e

quimioluminescéncia neste laboratorio.
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